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iPS細胞由来内皮細胞である iCell内皮細胞（Catalog No. ECC-100-010-001; Lot No. 
1825866）および培地添加物はセルラー・ダイナミクス・インターナショナル（Madison，
WI）より購入した。VascuLife® VEGF Medium Complete Kitsは Lifeline Cell Technology 
(Frederick，MD) より購入した。 Pooled HUVECs in EGM-2 media (Catalog No. CC2519A; Lot 





ロネクチン，GeltrexTM LDEV-Free reduced growth factor basement membrane，Hoechst 33342







た細胞は iCell 内皮細胞培地サプリメントおよび VascuLife VEGF Medium Complete Kit を
含む維持培地（FBS非添加）に懸濁した。培地の最終的な組成は VascuLife© 基本培地中に
FGF (5 ng/mL)，アスコルビン酸(50 μg/mL)，コハク酸ヒドロコルチゾン (1 μg/mL)，L-グル
タミン (4 mM)，IGF-1 (15 ng/mL)，EGF (5 ng/mL)，VEGF (5 ng/mL)，硫酸ヘパリン (0.75 
U/mL)，10 % iCell 内皮細胞培地サプリメントを加えた。 懸濁液中の細胞数は血球計算板
を用いてトリパンブルー染色により求めた。求められた細胞数に基づいて最終の播種生存
細胞数は 1 x 104個/cm2になるように播種培地により調製した。フィブロネクチン溶液は細
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胞播種直前に T75フラスコからアスピレートした。細胞は 37 °C，5 % CO2 下で維持し，2




HUVECは EGM™-2 BulletKits™含有 Medium199 を用い T75フラスコ上で維持培養を行
った。EGM™-2 BulletKits™ には hEGF，ヒドロコルチゾン，GA-1000 （ゲンタマイシン 
アンホテリシン-B），FBS，VEGF，hFGF-B，R3-IGF-1，アスコルビン酸およびヘパリン









した。DMSO最終濃度は 0.5 %になるようにした。希釈標準溶液は実験開始まで 37  °Cお
よび 5% CO2の条件下で保存した。 
 
2.5.血管新生アッセイ 
生物学的細胞外マトリクスである GeltrexTM を用いた血管新生アッセイは iCell内皮細胞
および HUVECの両細胞において 384ウェルプレート上で行い，ハイコンテントイメージ
ングによる測定を行った。iCell内皮細胞は 4 mM L-グルタミン LifeFactorおよび 0.1 % 
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iCell 内皮細胞培地サプリメント含有 VascuLife® 基礎培地にて培養した。Medium199に
VEGFを除く 2倍濃度の EGM™-2 BulletKits™を添加し，R & D systems から購入した
VEGF を 12.5 ng/mL の濃度になるように添加した培地を作成し“2 x アッセイ用培地”とし
た。この培地を用いて HUVECを培養した。GeltrexTMは 4 °Cで一晩かけて解凍し，氷上
でプレートに 10 μL/wellで加えた。プレートを 37  °Cで 1時間静置した後，基礎培地によ
って作成された 2倍濃度の被験化合物の希釈標準溶液を 25 μL/wellで加え，iCell 内皮細胞
および HUVECをそれぞれ前述した培地にて懸濁後，25 μL/wellでプレートに加えた。そ
の際の細胞密度は iCell 内皮細胞が 7500 cells/well ，HUVECが 3500 cells/wellであった。
細胞は 37 °Cおよび 5 % CO2の条件下で化合物と 18時間反応させた。化合物と反応後，3




細胞毒性評価系は 384ウェルプレート上で行った。iCell内皮細胞播種プレートには 30 
μg/mL のフィブロネクチン溶液を 10 μL/wellで加え，2時間静置した。その後 TrypLE 
Express™を用いて T75フラスコ上の iCell内皮細胞を剥離し，フィブロネクチン溶液をウ
ェルから吸引した後，750 cells/wellで細胞を播種した。HUVECも iCell内皮と同様に
TrypLE Express™を用いて細胞を剥離し，384ウェルプレート上に 750 cells/wellで細胞を
播種した。両細胞ともに単層細胞が形成されるまで 37 °C・5% CO2の条件下で培養を行っ
た。アッセイ開始前に培地を 37.5 μL/wellの新鮮な培地に交換した。その後 4倍濃度の被
験化合物の希釈標準溶液を 12.5 μL/wellで加え，37 °C・5% CO2の条件下で培養を行っ
た。24時間培養後,細胞を 4倍濃度の Hoechst 33342 (1 μg/mL) で染色した。 
 
2.8. ハイコンテント細胞イメージング 
細胞イメージングは ImageXPress Micro Confocal High-Content Imaging system（モレキュ







イに使用した画像取得には DAPI (Hoechst 33342) および FITCフィルターを用いた。取得
















GeltrexTM上の iPS細胞由来内皮細胞および HUVECは播種後 18時間で血管様の網目構
造を示した（ Figure 1-2）。この構造は HUVECおよび iPS細胞由来内皮細胞の間で類似
していた。血管新生阻害物質であるノコダゾールおよびスラミン処置によって濃度依存的




形態パラメーター（管の長さの総和：total tube length，管の長さの平均値：mean tube 






いては，実験においてピアソンの rおよびスピアマンの p値はそれぞれ 0.54-0.86と 0.56-
0.84の範囲になった（ Table 1-1）。iPS細胞由来内皮細胞においては，これに対しそれぞ








なかった。Z’ 値に関しても mean tube lengthは使用した両細胞で 0.5を大きく下回ってお
り良好なアッセイ指標とはいえなかった。（Table 1-1）。これに対し， total tube length，
total tube areaの 2つのパラメーターは iPS由来内皮細胞および HUVECを用いた実験のス
ラミン処置によって 0.5付近の良好な Z’ 値（iPS細胞由来内皮細胞:ともに 0.5，
HUVEC:0.5および 0.4）を示した。ノコダゾールとスラミン処置による反応性および統計
的な有意差の観点からもこの 2つのパラメーターは in vitro血管新生の評価により適して












数の範囲は 0.51から 0.97の間であったが大半は 0.8を超えていた（ Table 1-2）。溶媒対
象サンプルの%CVに関しては両細胞ともにアッセイ系として許容できる範囲であった
が，TAB処置時の iPS細胞由来内皮細胞の%CVは 11.1であり，HUVECの 4.9と比較する
と高値であった。50 µM TAB処置した場合では，Z’ 値に関しては HUVECが 0.6であった

















µM TAB処置時の Z’ 値に関しては HUVECが 0.6であったの対し，iPS細胞由来内皮細胞






















































































iCell心筋細胞（Catalog No. CMC-100-010-001; Lot No. 1031999）および肝細胞（Catalog 
No. PHC-100-020-001; Lot No. 1636 and 1208），播種培地および維持培地はセルラー・ダイ
ナミクス・インターナショナル（Madison，WI）より購入した。EarlyTox Cardiotoxicity 
Kits，CatchPoint cAMP GPCR Assay Kitsはモレキュラーデバイス（Sunnyvale，CA）より
購入した。リファレンス化合物であるイソプロテレノールは EarlyTox Cardiotoxicity Kit付
属品を使用した。B-27 サプリメント，CellROX Deep Red， ゲンタマイシン (50 mg/mL)，












0.1 %ゼラチン溶液を 25 μL/wellで加え，37 °Cおよび 5 % CO2の条件下で 2時間静置し
た。液体窒素の気層中から iCell心筋細胞のバイアルを取り出し，直ちに 37 °Cウォーター






除去し，調製した細胞懸濁液を 25 μL/well（5000 cells/well）で播種した。播種後プレート
を室温で 30分間静置後，37 °C および 5 % CO2で培養した。48時間培養後，播種培地を
30 μL/wellの 1:500 (v/v) ペニシリン／ストレプトマイシン含有維持培地に交換した。維持






を行った。培養開始前に 0.1 μMデキサメサゾン，2 % (v/v) B27 サプリメント，25 μg/mL 
ゲンタマイシン，20 ng/mLオンコスタチン M，2 % (v/v) iCell 肝細胞サプリメント含有
RPMIを播種培地として作成した。液体窒素の気層中から凍結 iCell肝細胞のバイアルを取
り出し，直ちに 37°C ウォーターバスに 3分間浸し細胞を融解させた。融解後，播種培地
で細胞密度が 7.2 x 105 cells/mLになるように懸濁した。細胞密度は心筋細胞と同様にトリ
パンブルー染色により計算した。調製した細胞懸濁液を 25 μL/well（1.8 x 104 cells/well）
で播種した。播種後プレートを室温で 30分間静置し，その後 37 °C・5% CO2で培養し
た。維持培地は播種後 4時間で交換を行い，その後 4日間は毎日交換した。4日間培養
後，0.1 mMデキサメサゾン，2 % (v/v) B27 サプリメント，25 μg/mL ゲンタマイシン，2 % 










い，5 mlの抽出物に 20 mlの DMSOを添加し，溶媒の揮発後に秤量し再度 4 mlの DMSO
に溶解させた。この DMSO溶解物を 100 %とし，ログスケールで 5段階の希釈を実施し，
ストック溶液を作成した（100 %，10 %，1 %，0.1 %，0.01 %，0.001 %）。これらのスト
ック溶液は-20 °Cで使用まで保管した。実験日に 100倍濃度ストック溶液を解凍後，384
ウェルプレート内で 95 μLの培地に 5 μLのストック溶液を添加することで 5倍濃度の希釈




心筋内カルシウム測定はモレキュラーデバイスの EarlyTox Cardiotoxicity Kit のプロトコ
ールに従い，行った。25 μL/wellの培地中の細胞に 37 °C・25 μL/wellのカルシウム染色溶
液を加え，37 °Cで 2時間静置した。被験物質を処置する前にモレキュラーデバイスの
FLIPR tetra プレートリーダーを用い 470–495 nm で励起後，515–575 nmの波長で 0.125秒
の間隔で 100秒間細胞内カルシウム濃度変化を測定した。測定条件は露光時間：0.05秒／
read，ゲイン：2000，励起蛍光強度：30%，機器内温度：37 °Cに設定した。被験化合物
（12.5 μL/wellの 5倍濃度希釈標準溶液）は FLIPRの自動分注装置によって添加した。添




KRBG（pH 7.5）で洗浄し，15 μL/wellの刺激バッファー（800 nM IBMX含有 KRBG）を
添加した。10分間室温で静置後，7.5 μL/wellの PBSを被験物質処置および陰性対照サン
プルに加えた。また 60 μMのフォルスコリン処置サンプルを作成し陽性対照とした。






iCell心筋細胞中の cAMPはモレキュラーデバイスの CatchPoint cAMP Fluorescent Assay 
Kitにより測定した。20 μL/wellの iCell心筋細胞ライセートおよび cAMP標準溶液を抗ウ
サギ IgG固相化プレート上に添加した。cAMP標準溶液の濃度範囲は 0-3300 nMになるよ




ァーで 4回洗浄し，50 μL/wellの発色液を加えた。30分室温・遮光で反応後，530 nm励起
し 590 nmの波長を FLIPRによって測定した。サンプル中の cAMP濃度は標準曲線より算
出された。標準曲線には四係数ロジスティックモデルを用いた。標準曲線の算出には





液（10 μM CellROX DeepRed，0.4 μM MitoTracker Orange，および 4 μg/mL Hoechst33342含
有維持培地）を添加し，30分間 37℃で反応させた。反応後，細胞を維持培地で洗浄し，
25 μL/wellの 3.7 % ホルムアルデヒド溶液を 15分間反応させ細胞を固定した。固定後 PBS
で細胞を 3回洗浄，25 μL/wellの PBSを添加し細胞イメージングを行った。細胞イメージ
ングは ImageXPress Micro XL system（モレキュラーデバイス）を用いた。Hoechst33342に
よる核染色には DAPIフィルター，MitoTrackerによるミトコンドリア染色には Cy3フィル
ター，CellROX による ROS染色には Cy5フィルターを用いた。iCell肝細胞の細胞骨格お
よび細胞内脂質蓄積を検出・評価するために被験化合物に細胞を 48時間反応させた。25 
μL/wellの 3.7 %ホルムアルデヒド溶液を 15分間反応させ細胞を固定した。PBSによって
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細胞を 3回洗浄後，25 μL/wellの 0.02%サポニンおよび 2 %ウシ胎児血清含有 PBSを加
え，室温で 1時間反応させた。反応後 PBSを除去し，25 μL/wellの 165 nM  AlexaFluor 
®488 ファロイジン溶液を添加し室温で 2時間反応させた。その後，溶液を除去し 25 
μL/wellの 4 μg/mL Hoechst33342溶液を 20分間反応させ核染色を行った。核染色後 PBSで











た。Z’-factorは次式で計算された。Z’-factor = 1 - [(3 x (SDP+ SDN)/|AvP + AvN|]  
（SDPと SDNは陽性対照および陰性対照の各標準偏差を，AvPと AvNは陽性対照と陰性対
照の各平均値を 示す。） 



















去の報告と類似していた 6,7。操作後 90分での拍動数の陰性対照サンプルの% CVは 6 %で
あった（ Table 2-1）。評価化合物処置によってリファレンス化合物処置サンプルでは予想
していた拍動の濃度依存的な変化が認められた。イソプロテレノール処置では β作用に基
づく濃度依存的な拍動数増加が認められた（ Figure 2-1A）。0.1-10 μMの処置濃度域で最
大溶媒対照の 1.8倍の増加であった。イソプロテレノール処置による心筋細胞の拍動数増




レノール 10 μM処置によって細胞内 cAMPは 9倍増加した（Figure 2-1B）。 





用を持つ TABを選んだ。ROS産生評価のために CellROX Deep Redによる ROS染色，ミ
トコンドリア障害性評価のために MitoTracker Orangeによるミトコンドリア染色，細胞毒
性評価のために Hoechst 33342による核染色を行った（ Figure 2-2， Figure 2-5）。それぞ
れの染色に陽性だった細胞を ROS産生細胞数，活性ミトコンドリア保有細胞数および細
胞数とし，ROS産生，ミトコンドリア障害性，細胞毒性の指標とした。化合物処置 30分
でメナジオン 100 µM処置による ROS産生 （P < 0.01）,TAB 50 µM処置によるミトコンド
24 
 
リア障害性（P < 0.01）と細胞毒性（P < 0.01）を確認することができた。メナジオン処置
による ROS産生の程度は溶媒対照群と比較しての 60倍程度の増加，TAB処置によるミト
コンドリア障害性と細胞毒性はともに溶媒対照群と比較して 40%程度の減少がみられた。
メナジオン 100 µM処置による ROS産生の Z’値は 0.7と 0.5以上の良好な値を示し，TAB 
50 µM処置によるミトコンドリア障害性と細胞毒性はそれぞれ 0.1と 0.2であった（Figure 
2-2）。化合物処置 24時間ではメナジオン処置による ROS産生はみられなかったが，
TAB処置によるミトコンドリア障害性と細胞毒性は 30分間処置では確認できなかった 10 
µMからみられ（P < 0.01），またメナジオン 100 µMにおいても細胞毒性がみられたこと
から（P < 0.01），処置時間を延長することで，ミトコンドリア障害性と細胞毒性は増強
することがわかった。TAB 10μM処置によるミトコンドリア障害性と細胞毒性はともに溶
媒対照群と比較して 80%程度の減少，メナジオン 100 µM処置でみられた細胞毒性は溶媒
対照群と比較して 70%程度の減少であった（Figure 2-2）。TAB 50 µM処置によるミトコ





（ Figure 2-3, Figure 2-6）。細胞骨格障害性と細胞毒性のリファレンス化合物として肝障害
物質であるアフラトキシン B1，ミトコンドリア障害性と細胞毒性のリファレンス化合物
として細胞毒性物質である TAB，脂質蓄積のリファレンス化合物としてアミオダロンを
選んだ。細胞骨格障害性評価のために AlexaFluor ®488 ファロイジンによるアクチン染
色，ミトコンドリア障害性評価のために MitoTracker Orangeによるミトコンドリア染色，




毒性の同時測定はアフラトキシン B1 3 μMと TAB 1 μM処置から良好な細胞骨格障害性と
25 
 
細胞毒性の濃度依存的な反応を示した（ともに P < 0.01）。アフラトキシン B1 3 μM と
TAB 1  μM処置によるミトコンドリア障害性は溶媒対照群と比較してともに 50%程度の減
少であった。アフラトキシン B1 10 µMおよび TAB 10µM処置によるミトコンドリア障害
性および細胞毒性の Z’値は 0.7-0.9であった。 
ミトコンドリア障害性と脂質蓄積の同時測定では，アミオダロン 10μMと TAB 1μM処
置から濃度依存的なミトコンドリア障害性（ともに P < 0.01）がみられた。TAB 1μMおよ
びアミオダロン 10μM処置によるミトコンドリア障害性はと溶媒対照群と比較してそれぞ
れ 90%と 60%程度の減少であった。アミオダロン 10μM処置から脂質蓄積細胞数が全体の
70％程度まで増加する濃度依存的な中性脂肪蓄積が確認された（P < 0.01）。これに対
し，TABの中性脂肪蓄積は 1 µMまで増加と，その後の 10 µM以上の濃度域での減少がみ
られ，濃度依存的な増加はみられなかった。アミオダロン 10 µM処置による脂質蓄積の
Z’値は 0.5であった。アミオダロン 30 µMおよび TAB 1 µM処置によるミトコンドリア障

































合わせ測定を検討した。心筋の β作用を含む GPCR活性の指標である細胞内 cAMPの増加





















できていると考えられた 6。また  in vivoの反応との整合性という観点では，過去のイソプ
ロテレノール 15 mgをイヌに投与した報告によると，通常時に比べ 1.7倍程度の心拍動数
の増加がみられた際のイソプロテレノール血中暴露が 0.5µMであった。これは本実験で見
















100 μM処置で ROS産生，TAB 50 μM処置でミトコンドリア障害性と細胞毒性がみられた
ことからの ROS産生，ミトコンドリア障害性，細胞毒性の複合測定は可能であると考え
















験においても 10  μMの濃度では 80 %以上の肝細胞に顕著な蓄積が認められた 36。またア







































































究開発が進められている。その 1つとして in vitro 毒性スクリーニングが重要性を増して
おり，各国規制当局は工業製品に含まれる 化学物質の安全性評価に関する規制上の意思
決定において，将来的な in vitro毒性試験による毒性予測の利用を推奨している 38。例え
ば EUでは化合物の登録・評価・認可および制限に関する規制（REACH規制）によって
EU域内で流通している既存の 3万に及ぶ化合物の安全性評価が事業者に義務付けられて

































製造過程によって軽油（SRGO – Straight Run Gas Oils，OGO –Other Gas Oils，VHGO – 
Vacuum & Hydrotreated Gas Oils），重油（HFO – Heavy Fuel Oils），残渣（RAE– Residual 
Aromatic Extracts）に分類される石油化学物質の抽出物は CONCAWE（Conservation of 
Clean Air and Water in Europe）から取得した。試験に用いる 100倍濃度の石油化学物質を
ストック溶液として調製した。調製は第二章と同様に米国材料試験協会の標準手順に従
い，5mLの抽出物に 20 mlの DMSOを添加し，溶媒の揮発後に秤量し再度 4mLの DMSO
に溶解させた。この DMSO溶解物を 100%とし，ログスケールで 3段階の希釈を実施し，
ストック溶液を作成した（100 %，10 %，1 %）。これらのストック溶液は-20℃で使用ま
で保管した。実験日に 100倍濃度ストック溶液を解凍後，384ウェルプレート内で 95 μL
の培地に 5 μLのストック溶液を添加することで 5倍濃度の希釈標準溶液を作成し，これ
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を心筋および肝細胞に添加した。希釈標準溶液は実験開始まで 37 °C・5 % CO2の条件下
で保存した。 
2.5.心筋内カルシウム濃度測定 
第二章と同様の方法で測定を行った。測定データは Screenworks 4.0 software(Molecular 





質処置に続き，2倍濃度染色液（4 μg/mL Hoechst33342，0.4 μM MitoTracker Orange含有維
持培地）を添加し，30分間 37 °Cで反応させた。反応後，細胞を維持培地で洗浄し，細胞
イメージングを行った。細胞イメージングは ImageXPress Micro XL system（モレキュラー
デバイス）を用いた。Hoechst33342による核染色には DAPIフィルター，MitoTrackerによ
るミトコンドリア染色には Cy3フィルターを用いた。取得した画像は MetaXpressソフト









様な石油化学物質となる。本研究においては 3つの精製過程の異なる軽油（SRGO – 
Straight Run Gas Oils，OGO –Other Gas Oils，VHGO – Vacuum & Hydrotreated Gas Oils），
重油（HFO – Heavy Fuel Oils），残渣（RAE– Residual Aromatic Extracts）の計 21個の石油













質の処置最高濃度は 100 - 1000 μg /mLの範囲であった。化合物の処置前および処置後 90
分の時点で心筋細胞の拍動変化を心筋内カルシウム濃度変化測定によって評価した。次に
ミトコンドリア障害性に関する評価を MitoTracker Orange（活性ミトコンドリア染色），
細胞毒性に関する評価を Hoechst 33258（核）染色によって評価した。化合物は 24時間処
置を行った。化合物処置による両細胞の反応性は，全体として軽油（VHGO, SRGO, 
OGO）に分類される石油化学物質は HFOおよび RAEより強い反応性を示した。心筋細胞
の心筋拍動に関しては軽油および HFO処置によって 10 μg /mL付近の濃度で溶媒対照と比
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較して 1.4-1.8倍程度の拍動数の頻度（peak frequency）の増加が認められ，その後の 100 
μg /mL付近拍動数が減少もしくは停止するという 2相性の変化が認められた。これらに対
し、RAEに関しては心筋拍動の反応はほとんどみられなかった。また肝細胞におけるミ
トコンドリア障害性では 100-1000 μg /mLの高濃度域で活性ミトコンドリア細胞数が 20%
以下になる強い反応性が軽油でみられ，軽油と比較すると HFOでは 40-60%の中程度の反




















































































 Figures and Tables 
 
Figure 1-1:  Image processing for the angiogenesis experiments.   




 Figure 1-2: Representative images for HUVECs (A) and iPSC-derived endothelial cells (B) with 






Figure 1-3: Effect of positive control chemicals on angiogenesis using HUVECs (A) and iPSC-
derived ECs (B). Positive control chemicals used for the calculation of Z’-factor are shown，
including 100 nM nocodazole and 50 μM suramin. Whiskers indicate the Max and Min of data. 
Sample size ranges from 18 to 36. Statistical significance，P value <0.05 is notated with *. 
Statistics based on one-way ANOVA with a Dunnett’s test. EC，endothelial cell; HUVEC，human 





Figure 1-4: Effect of positive control chemicals on cytotoxicity using HUVECs (A) and iPSC-
derived ECs (B) after 24 hours chemical treatment, 50 μM TAB. Whiskers indicate the Max and 
Min of data. Sample size ranges from 12 to 36. Statistical significance，P value <0.05 is notated 




Table 1-1: Assay Quality Control – Angiogenesis Assays. 
 
aS: Spearman’s r，P: Pearson’s r. Correlation analysis sample size ranged from n = 60–72. P values 
provided below correlation values. 
bSample size ranges from n = 18–36. 















































































































































































aS: Spearman’s r，P: Pearson’s r. Correlation analysis sample size ranged from n = 96. P values 
provided below correlation values. 
bTreatment with TAB at 50 μM. 




Figure 2-1: Assessment of cardiophysiologic effects of isoproterenol by combined calcium flux 
monitoring and cAMP formation. (A) Concentration-response plots showing effects of drugs on 
cardiomyocyte beat frequencies after 90 min. The potential for G-protein coupled-receptor 
activation was assessed by measuring intracellular cAMP levels by competitive ELISA. (B) 
Concentration-response plots of isoproterenol that significantly (≥ ninefold) increased cAMP 
formation in cardiomyocytes. Data points in all plots represent means and ± SEM of at least three 





Figure 2-2: Combined assessment of reactive oxygen species (ROS) formation，cytotoxicity，and 
mitochondrial integrity in iPSC hepatocytes. The first row summarizes results on reactive oxygen 
species formation, the second and third rows depict data derived from mitochondria and nuclear 
imaging for evaluation of cytotoxicity and mitochondrial integrity. The left and right columns show 
concentration-response plots for menadione, and tetraoctyl ammonium bromide after 30 min and 24 
hours incubation. All data points represent means ± SEM. P value <0.01 is notated with **. 




Figure 2-3: Combined assessment of cytoskeletal integrity and cytotoxicity (column A)，
mitochondrial integrity and lipid accumulation (column B) in iPSC hepatocytes. Concentration-
response plots of hepatocytes treated with aflatoxin B1, tetraoctyl ammonium bromide, and 
amiodarone for 48 hours. Data points represent means ± SEM. P value <0.01 is notated with **. 





Figure 2-4: Application of combinatorial high-content cardiotoxicity screening assays for 
descriptive and mechanistic toxicity profiling of petroleum substances. Plots show (A-B) 
cardiomyocyte beating (Peak frequency) and (C-D) cAMP formation concentration-response 
profiles for two (A and C; B and D)  DMSO extracts of commercial gas oils. Individual data points 
and means ± SEM are indicated for each concentration. Cardiac peak frequency profiles 
demonstrate initial chronotropic effects followed by total inhibition of cardiomyocyte beating. 
Moreover, cardiac chronotropic effects correlate well with cAMP formation, a cellular indicator of 





Figure 2-5: High-content imaging of iPSC hepatocytes. (A) Treatment with Crizotinib (3，10 μM). 
Top panels show Hoechst33342 staining (blue) and bottom panels show phalloidin (green) staining. 
(B) Treatment with Amiodarone (2，20 μM). Top panels show MitoTracker® (yellow) staining and 
bottom panels show LipidTOX® (red) staining. Left panels of each group show treatment with 




Figure 2-6: High-content imaging of iPSC hepatocytes. iCell Cardiomyocytes were treated with 
Menadione (10，30，100 μM) or vehicle (1 %  DMSO). (A) CellROX® staining (red). (B) 
Hoechst33342 (blue). (C) MitoTracker® (yellow). Top panels of each group shows treatment for 30 
min and bottom panels of each group show treatment for 24 hours. 
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Table 2-1: Assay Quality Control – iCell Cardiomyocytes. 




90 min 1% DMSO in media 6% 
cAMP 
formation 
GPCR activation 90 min 1% DMSO in media 12% 
aStandard deviation expressed as percentage of the mean of vehicle-treated controls，calculated 
from 28 calcium flux, 12 cAMP formation，and 9 ROS formation replicates，respectively. 
bCalculated from 9 negative and 3 positive control replicates.  





Table 2-2: Assay Quality Control – iCell Hepatocytes. 
Combination Assay Description t Control %CVa Z’ – factorb 
1 






TABa (50 µM) 
 
0.1, 0.7 
Menadione (100 µM) -0.9 (24hrs) 
Cytotoxicity Cytotoxicity measurement 
30 min, 
24 hrs 
TABa (50 µM) 
 
0.2, 0.7 




Cytotoxic Agents / 
Cytoskeletal Poisons 
48 hrs 
TABa (50 µM) 
 
0.7 
Aflatoxin B1 (100 µM) 0.9 
Cytotoxicity 
Cytotoxic Agents / 
Cytoskeletal Poisons 
48 hrs 
TABa (50 µM) 
 
0.7 




Cytotoxicity measurement 48 hrs 
TABa (50 µM) 
 
0.9 
Amiodaronea (30 µM) 0.8 
Lipid Accumulation Steatosis Inducer 48 hrs Amiodaronea (10 µM) 2.5 % 0.5 
aStandard deviation expressed as percentage of the mean of vehicle-treated controls，calculated 
from nine ROS formation or six lipid accumulation replicates，respectively.                                       
bCalculated from 3 positive control replicates and 9 cytotoxicity，9 mitochondrial integrity, or 18 





Figure 3-1: Category-specific biological effects of petroleum substances. 
Petroleum substance product group-specific concentration-response plots for representative 
phenotypes cardiomyocyte peak frequency (A), hepatocyte mitochondria positive cells (B) , and 
nuclei count (C)  are shown. Data points represent means of duplicate determinations (n=2).  
[SRGO = Straight Run Gas Oils; VHGO = Vacuum & Hydrotreated Gas Oils; OGO = Other Gas 
Oils; HFO = Heavy Fuel Oils; RAE = Residual Aromatic Extracts] 
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Table 3-1: Petroleum substances in chaper 3. 
# Sample Category CAS 
1 CON-01 SRGOa 64741-43-1 
2 CON-02 SRGOa 68814-87-9 
3 CON-03 SRGOa 68814-87-9 
4 CON-04 SRGOa 68915-96-8 
5 CON-05 SRGOa 64741-43-1 
6 CON-07 OGOb 64742-46-7 
7 CON-09 OGOb 64742-80-9 
8 CON-12 VHGOc 64741-49-7 
9 CON-13 VHGOc 64741-58-8 
10 CON-14 VHGOc 64741-77-1 
11 CON-15 VHGOc 64742-87-6 
12 CON-16i VHGOc 68334-30-5 
13 CON-16ii VHGOc 68334-30-5 
14 CON-17 VHGOc 68476-30-2 
15 CON-18 VHGOc 68476-31-3 
16 CON-20 VHGOc 92045-24-4 
17 CON-26 RAEd 64742-10-5 
18 CON-27 RAEd 91995-70-9 
19 A083/13 HFOe - 
20 A087/13 HFOe - 
21 A092/13 HFOe - 
aStraight Run Gas Oil 
bOther Gas Oil 
cVacuum & Hydrotreated Gas Oil 
dResidual Aromatic Extract 
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た。ノコダゾールでは 100 nM処置によって iPS細胞由来内皮細胞で 50%，HUVECで
90 %の管様構造形成が阻害された。また細胞毒性評価系においても細胞毒性物質である
Tetrabutylammonium Bromide（TAB）50 µMの 24時間処置によって iPS細胞由来内皮細胞
























アッセイでは β作用を持つイソプロテレノール 90分処置において 0.1 µMの濃度から濃度
依存的に溶媒対照群と比較して統計的に有意な拍動増加がみられた。細胞内 cAMPに関し







ドリア障害性，細胞毒性の 3つの複合測定では，ROS産生物質であるメナジオン 100 µM
の 30分処置で 60 %程度の細胞が ROS産生陽性になり，また細胞毒性物質である TAB 50 
µMの 30分処置でミトコンドリア障害性および細胞毒性が確認できたことから，ROS産
生，ミトコンドリア障害性，細胞毒性の複合測定は可能であると考えられた。24時間処
置ではメナジオン 100 µM処置による ROS産生はみられなかったが，TABの 50 µM処置
によるミトコンドリア障害性および細胞毒性は 30分処置時より反応が強く，ミトコンド
リア障害性と細胞毒性の測定には 24時間処置の方が適していることがわかった。したが













































To date, toxicity testing of pharmaceutical and industrial chemicals, as well as environmental 
agents, relies primarily on data derived from animal studies. 
While animal toxicity testing is still widely regarded as the most acceptable systems, it is costly 
and time-consuming and has for animal welfare concerns. Significant advances in stem cell 
engineering have now resulted in the availability of human induced pluripotent stem cell (iPSC)-
derived cells, a physiologically relevant, organotypic in vitro model that promises to overcome 
these animal model key limitations. iPSC differentiates into almost any cell type, and the 
organotypic cells derived from iPSC are physiologically relevant and chemical toxicity testing using 
these organotypic cells promise to avoid problems for animal toxicity testing. Furthermore, iPSC 
genetic homogeneity and unlimited proliferation provide high quality per isolated batch and stable 
supply for in vitro toxicity testing. From these advantages, there is increasing demand that iPSC 
derived organotypic cells apply high-throughput and high content screening (HCS) using automated 
microscopy system. In terms of conflict with human ethical principles, iPSC-derived cells are easily 
available compared with primary cell culture models. 
This study used iPSC derived organotypic cells to establish in vitro toxicity assays which are 
high-throughput and can measure multiple physiological functions. In the chapter 1, by using HCS, 
we developed functional vascularization and cellular toxicity evaluation in iPSC-endothelial cells 
(ECs) which fully has not been reported on applications to toxicity testing. In the chapter 2, we 
developed the high-throughput multiplex HCS systems to obtain effectively toxicity profiling, using 
iPSC cardiomyocytes and hepatocytes which has been reported on availability to prediction of 
cardio- and hepato-toxicity. In the chapter 3, we applied the HCS system developed in the chapter 2 
to evaluation of toxicity profiling of 21 petroleum substances, as a case study. 
Chapter 1: Establishment of a vascularization and cellular toxicity assay in induced 
pluripotent stem cell-derived endothelial cells 
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In the chapter 1, in order to test the efficiency of iPSC-ECs for toxicity evaluation of chemicals, 
we demonstrated a vascularization and cellular toxicity assay. We conducted a side-by-side 
performance comparison of Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) and iPSC-derived 
ECs with the hypothesis that the iPSC-derived ECs would be similar or better in performance. 
Both iPSC-ECs and HUVECs were exposed to selected angiogenesis inhibitors and cytotoxic 
agents in response for either 18 or 24 hours for the purpose of establishing vascularization and 
cellular toxicity assay. Both type of cells formed tube-like structures in vascularization assay. 
Exposure to a known chemical inhibitor of angiogenesis, nocodazole and suramin, resulted in 
decrease or disruption of angiogenic growth in both cell types. 100 nM nocodazole treatment 
showed 90% inhibition of angiogenic growth in HUVEC and 50 % inhibition in iPSC-ECs, 
compared with vehicle treatment. A cytotoxic agent treatment, 50 µM Tetrabutylammonium 
Bromide (TAB), revealed a decrease in the number of nuclei in both cell types (HUVEC: 80%, 
iPSC-ECs: 50 %). 
Altogether, we established an HCS approach to evaluate chemical effects on the angiogenesis 
potential and general cytotoxicity of ECs in a high throughput compatible format, using iPSC-ECs 
and HUVECs. In terms of a comparison of the cell model, HUVECs performed better particularly 
for the angiogenesis assays, because the reactivity of the nocodazole-treated samples was higher for 
HUVECs as compared with iPSC-ECs. In the cellular toxicity assay, the variability of the TAB-
treated samples was lower for HUVECs as compared with iPSC-ECs. However, HUVECs have 
problems that the number of passages keeping cellular functions is limited, and batch-to-batch 
variations. Therefore, once these problems of iPSC-ECs are improved, they should be a model that 
promises to overcome the key limitations associated with traditional primary cell culture systems. 
Chapter 2: Establishment of multiplex high-content assay for toxicity screening in induced 
pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes and Hepatocytes 
In the rodent risk assessment of chemicals, cardiotoxicity evaluation is insufficient and 
hepatotoxicity is one of the most prevalent toxicity. Therefore, in the chapter 2, we used two human 
iPSC types, cardiomyocytes and hepatocytes, to test various high-content assay combinations for 
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cardiotoxicity and hepatotoxicity prediction in a multiparametric format. It has been reported that 
conventional in vitro hepatotoxicity assays which measure only one parameter have poor prediction 
to in vivo toxicity. A greater predictive power could be achieved when several parameters regarding 
hepatotoxicity are combined. Thus, simultaneous detection of various parameters through 
combination of HCS is useful for toxicity prediction. We tested the combination of cardiomyocyte 
beating assay and measurement of intracellular cAMP in iPSC cardiomyocytes to determine if the 
effects on cardiac physiology were β-adrenergic action dependent. Effects on cardiomyocyte 
beating were characterized by calcium flux measurements. Subsequently, intracellular cAMP levels 
were measured by ELISA. In addition, we utilized high-content cell imaging to simultaneously 
determine reactive oxygen species (ROS) formation, mitochondrial integrity, and cytotoxicity 
which are related to heaptotoxicity in iPSC hepatocytes. As a result, cardiac concentration–response 
beating changes were observed in isoproterenol treatment for 90 min. The changes were statically 
and consistent with previous observations reported before (e.g. beat frequency increase induced by 
isoproterenol, a β-adrenergic agonist, at more than 0.1 μM). Isoproterenol treatment at 10 μM 
increased intracellular cAMP levels nine fold. This result indicate that a combination of the calcium 
flux and intracellular cAMP assays is applicable in a same screening format. However, beat 
frequency increase was seen at more than 0.1 μM, whereas intracellular cAMP increase was only 
confirmed at 10 μM. For example, in the experiment using mouse cardiomyocytes, it has been 
reported that intracellular cAMP increase reach a peak within a few minutes after isoproterenol 
stimulation. Therefore, we need to examine the earlier time point at which both beat frequency and 
intracellular cAMP increase is detactable at the same concentration. The feasibility of combining 
ROS formation, mitochondria integrity and cytotoxicity, for high-content imaging of iPSC 
hepatocytes was evaluated by incubating cells for 30 min and 24 hrs in the presence of TAB and 
menadione. ROS formation was observed after 30min in cells treated with 100 μM menadione, 
increasing the number of cells with detectable ROS formation to above 60%. After 30 minutes TAB 
treatment at 10 μM, mitochondria injury and cytotoxicity was observed. Thus, it was found that 
ROS formation, mitochondria integrity and cytotoxicity was simultaneously detectable. Although 
ROS formation in cells treated with menadione had decreased to basal levels after 24 hrs, 
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Mitochondria injury and cytotoxicity in the treatment with TAB at 50 µM was more apparent than 
after 30 minutes. Altogether, we established a multiplex assay which detects simultaneously ROS 
formation, mitochondria integrity, and cytotoxicity in iPSC hepatocyte HCS format. This three 
parameters are considered to be important for hepatotoxicity prediction. Therefore the assay we 
developed potentially shows high predictability for hepatotoxicity. 
Chapter 3: An application of the developed multiplex high-content assay to evaluation of 
petroleum substances 
In the chapter 3, we applied the HCS system we developed to the evaluation of petroleum 
substances. The aim of this study was to test the applicability of our combinatorial HCS approaches. 
The risks of petroleum substance exposure to human need to be concerned in their refining process 
and daily life of consumer. However, most petroleum substances lack traditional animal study-
derived data that can be used to evaluate their safety.  
Therefore, it is important to conduct animal testing effectively after the selection of substances 
and parameters considered to be evaluate by using alternative methods including in vitro toxicity 
testing. Especially, we need to predict severe and prevalent type of toxicity, such as, cardiotoxicity 
potentially resulting in death, and hepatotoxicity often reported as toxicity of chemicals. 
In the chapter 3, we assessed 21 petroleum substances from three product groups (gas oils, heavy 
fuel oils, residues) in iPSC cardiomyocytes and hepatocytes using HCS systems established in the 
chapter 2. As a result, gas oils and heavy fuel oils contributed the most bioactive petroleum 
substances in the cardiomyocyte beating assay. Gas oils and heavy fuel oils increased 
cardiomyocyte beat frequency at lower concentrations, resulting in a biphasic appearance of the 
respective concentration-response plots, i.e. initial increases in the beat rate at low concentrations, 
followed by decreasing beat rate at high concentrations. In contrast to gas oils and heavy fuel oils, 
residues did not show these bioactivities in cardiomyocytes. Bioactivity trends observed in 
hepatocytes correlated well within cardiomyocytes. Gas oils constituted the most bioactive trend of 
tested petroleum substances. However, Treatment of hepatocytes with heavy fuel oils and residues 
resulted in moderate to low bioactivity. It has been reported that gas oils contain more highly toxic 
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substances than heavy fuel oils and residues. In this study, gas oils showed higher bioactivity than 
heavy fuel oils and residues. Hence, there is a relationship between the bioactivities of in our HCS 
and in vivo toxicity, and the multiplex HCS potentially is applicable to the prediction of petroleum 
substance toxicity. 
In this study, in in the chapter 1, in order to examine the applicability of iPS-derived organotypic 
cells to assess toxicity of chemicals, we established HCS using iPSC-derived ECs. In the chapter 2, 
we used two human iPSC types, cardiomyocytes and hepatocytes, to test several HCS combinations 
for their applicability to in vitro toxicity screening. In iPSC heaptocytes, we developed multiplex 
HCS for prediction of hepatotoxicity. In the chapter 3, to test the applicability of the developed 
system, we evaluate toxicity of petroleum substances. In addition, the assays presented here could 
be further enhanced by incorporating other type of iPSC-derived organotypic cells to increase data 
generated and further refine the toxicity profile of the chemicals including petroleum substances.  In 
the future, toxicity prediction by our multiplex HCS system will be expected to effectively select 
chemicals which have unknown toxicity profiles for complementation of toxicity testing using 
animals. 
